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     En Chile existe una alta prevalencia de insuficiencia renal crónica (IRC), con una 
elevada tasa de mortalidad anual asociada a eventos cardiovasculares. Existe una 
relación entre los marcadores de inflamación y el desarrollo de estos eventos, inducidos 
por mediadores como interleuquina 6 (IL-6), citoquinas como el factor de necrosis 
tumoral (TNF-α) y estrés oxidativo, sumado al daño de células endoteliales producido 
por las terapias de reemplazo. Las plaquetas son esenciales tanto en la formación del 
coágulo al proveer la superficie apta para el ensamblaje de los factores de coagulación 
como en el aporte de activadores e inhibidores (PAI-1) de la fibrinólisis. Sin embargo, la 
relación entre el aumento daño endotelial e inflamación y la actividad fibrinolítica de 
plaquetas no ha sido estudiado. Este estudio planteó que pacientes con IRC en 
peritoneodiálisis (PD) presentarían un estado hipofibrinolítico de sus plaquetas. Se 
estudiaron 25 pacientes con IRC en PD y 25 individuos aparentemente sanos pareados 
por sexo y edad. En paralelo se estudio: función plaquetaria, actividad procoagulante, 
marcadores de inflamación, daño endotelial y actividad fibrinolítica de plaquetas (TLC). 
Se encontró un aumento en la función plaquetaria, en marcadores de actividad 
procoagulante, inflamación, daño endotelial y estrés oxidativo. En cambio se observó 
una disminución significativa de la actividad fibrinolítica de plaquetas y la cantidad de 
tPA plasmático. El TLC-Ris correlacionó significativamente con los niveles de 
creatinina y con marcadores de estrés oxidativo, inflamación y daño endotelial. La 
disminución de la capacidad fibrinolítica de pacientes en PD, podría ser parte de la 
patogenia de la enfermedad y ser un factor de riesgo relevante que explique el aumento 
de eventos cardiovasculares en IRC. 




CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN Y MARCO TEÓRICO 
 
 
1.1 Insuficiencia Renal Crónica 
 
     La enfermedad renal crónica (ERC) ha aumentado considerablemente su prevalencia 
en la población a nivel mundial, constituyendo un problema de salud pública, su 
manifestación más grave es la insuficiencia renal crónica (IRC). (1) 
     La IRC se define como la presencia de daño renal con una duración igual o mayor a 
tres meses, caracterizada por anormalidades estructurales o funcionales, con o sin 
descenso de la tasa de filtración glomerular (TFG) menor 60 mL/min/1,73m2.(1) (Tabla 
N° 1.1). 
TABLA N° 1.1: Definición de ERC  (2) 
 
1. Daño renal con o sin TFG disminuida, definido por: 
 
• Marcadores de daño renal: 
 
a) Anormalidades urinarias anatomo o histopatológicas (albuminuria) 
 
b) Anormalidades de imagen renal (riñones poliquísticos) 
 
c) Anormalidades sanguíneas (síndromes tubulares renales) 
 





     En el año 2002, la National Kidney Foundation (K/DOQI, 2002) de Estados Unidos 
propuso la estratificación de la ERC en cinco etapas de evolución, las cuales se basan 
en la presencia de daño estructural y/o la disminución de la TFG. (Tabla N° 1.2) 
TABLA N° 1.2: Etapas de la ERC  (2) 
 
    Etapas Descripción TFG    
(mL/min/1,73m2) 
         1 Daño renal con TFG normal >90 
         2 Daño renal con leve disminución de TFG 60-89 
         3 Disminución moderada de la TFG 30-59 
         4 Disminución severa de la TFG 15-29 
         5 Falla renal      < 15 (o diálisis) 
 
     Las etiologías de la ERC son diversas y se pueden agrupar en enfermedades 
vasculares, glomerulares, túbulo intersticiales, uropatías obstructivas, entre otras. 
     El resultado de una disminución en la TFG y la pérdida progresiva de la estructura 
renal secundaria a las distintas causas, evoluciona desde alteraciones bioquímicas hasta 
un síndrome clínico con repercusión multiorgánica llamado uremia. El síndrome 
urémico puede originarse por la acumulación de productos del metabolismo de 
proteínas y/o por alteraciones subsecuentes a la pérdida de la función renal. Existen 
diversas sustancias tóxicas que intervienen en esta enfermedad, provocando diversas 
complicaciones que pueden llevar a una enfermedad cardiovascular. Este proceso es 
mediado por moléculas vasoactivas, proinflamatorias y factores de crecimiento, los 
cuales conducen a los glomérulos a un estado de hiperfiltración adaptativo. (1) 
     Actualmente existen diversos tratamientos destinados a mejorar el estado de los 




1.2 PD como tratamiento para IRC 
 
     La PD es un procedimiento depurativo de toxinas, electrolitos y de excreción del 
exceso de líquido, regulando el medio intra y extracelular. Esta es una alternativa de 
sustitución renal para los pacientes en IRC etapa 4-5. (3) 
     Según el último estudio de la Sociedad Chilena de Nefrología, existen en el país 
18.688 pacientes enfermos renales crónicos que se encuentran en diálisis; 17.598 en 
hemodiálisis y sólo 1.090 en PD. (4) 
     La PD utiliza el peritoneo como membrana de diálisis ya que posee la propiedad de 
ser semipermeable a líquidos por los poros en los capilares peritoneales y solutos por la 
difusión mediada por las fuerzas oncóticas. El procedimiento comienza con la inserción 
de un catéter vía quirúrgica, éste es flexible y de silicón el cual es introducido en un 
túnel subcutáneo de la pared abdominal peritoneal, donde se infunde una solución de 
diálisis que permanece un tiempo determinado, realizando el intercambio de sustancias  
desde la sangre al líquido infundido, eliminando lo tóxico al exterior por el mismo 
catéter. (Figura N° 1.1) (3) 
 
FIGURA N°1.1: Diálisis Peritoneal 
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     El  agente osmótico más usado en PD es la glucosa (en forma de dextrosa), al ser 
una molécula de bajo peso molecular (90-200 Daltons) comercialmente disponible en 
Chile.  
 
     La glucosa no es el agente osmótico ideal debido a que se absorbe fácilmente y 
produce complicaciones metabólicas severas, como hiperglicemia, hiperinsulinemia y 
obesidad, que son factores de riesgo cardiovascular en una población que por sí misma 
tiene un riesgo aumentado de enfermedad cardiaca.  
 
     Por lo que existen otros agentes osmóticos, como los aminoácidos y la icodextrina, 
con una actividad osmótica similar a la glucosa y con un menor riesgo para la 
membrana peritoneal, sin embargo, no se encuentran disponibles en Chile. (1, 4) 
 
Existen distintos tipos de PD: 
- Diálisis Peritoneal Continua Ambulatoria Manual (DPCA): la persona se 
encarga de realizar el intercambio tres o cuatro veces al día. 
- Diálisis Peritoneal Automatizada (DPA): una máquina denominada cicladora 
realiza los intercambios automáticamente mientras la persona duerme. 
 
     La cantidad de PD depende de la contextura física del paciente, su función renal, 
salud nutricional, condiciones generales y la prueba de equilibrio peritoneal (PEP), que 











1.3 IRC y Riesgo Cardiovascular  
 
     Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbimortalidad en los 
pacientes con ERC, con una mortalidad 30 a 40 veces mayor a la observada en la 
población general en sujetos menores de 40 años. (Figura N°1.2) (6)  
 
FIGURA N°1.2: Causas de muerte en pacientes en PD (7).   
     Se puede observar que la principal causa de muerte de pacientes en PD corresponde 
a las enfermedades cardiovasculares con  un porcentaje cercano al 60%. 
     Este riesgo cardiovascular no solamente es atribuible al proceso patológico 
subyacente como la diabetes mellitus (DM) y la hipertensión arterial (HTA), sino 
también a la correlación que existe entre uremia y aterosclerosis acelerada (8). El 
aumento del riesgo cardiovascular se asocia a factores de riesgo tradicionales como no 
tradicionales.  (Ver tabla N° 1.3).  
     Estudios en la población han revelado la existencia de una relación entre la 









DM Disfunción endotelial 






1.4 Inflamación y Fibrinólisis  
 
     Los estados de inflamación a baja escala en IRC son denominados “episodios de 
microinflamación”, los cuales son inducidos por mediadores inflamatorios entre ellos 
IL-6, TNF-α y factores de crecimiento, estimulados por estrés oxidativo donde se 
denota una disminución del óxido nítrico (NO), la infección del acceso vascular y/o 
PD, desencadenando un daño en la pared vascular del endotelio. Estos pacientes 
evolucionan con niveles plasmáticos elevados de las citoquinas e interleuquinas que 
inducen a la liberación de proteínas de fase aguda como la proteína C reactiva, la cual 
se correlaciona directamente con el daño endotelial e indirectamente con la función 
renal residual. (9) 
     El NO es una de las sustancias más importantes liberadas por el endotelio al actuar 
como un vasodilatador, inhibir el crecimiento y la inflamación, además de tener efectos 
antiagregantes en plaquetas. Debido a esto la reducción del NO contribuye a la 
trombogenicidad y la severidad de los eventos cardiovasculares. Por lo tanto, la 
14 
 
disfunción endotelial con aumento de estrés oxidativo y la expresión de moléculas de 
adhesión, como por ejemplo la molécula soluble de adhesión intracelular (sICAM-1) 
contribuye no sólo a la iniciación, sino también a la progresión de la formación de placa 
ateroesclerótica. Se ha demostrado que la gravedad de la disfunción endotelial tiene 
valor pronóstico en eventos cardiovasculares y su corrección está asociada con la 
reducción del riesgo. (10, 11) 
     Posterior a la coagulación y transcurridas 48 a 72 horas continúa el proceso de 
disolución del coágulo, remodelación del vaso sanguíneo y restauración del flujo 
vascular, este proceso se denomina fibrinólisis y está comandada por la plasmina, que 
es una enzima proteolítica que degrada el polímero de fibrina en pequeños fragmentos 
que son eliminados por el sistema monocítico-macrofágico. Ésta se forma por la 
conversión del plasminógeno a través de activadores como el activador tisular del 
plasminógeno (tPA) y el activador del plasminógeno tipo uroquinasa (uPA). 
     El sistema fibrinolítico posee inhibidores, siendo uno de los principales el inhibidor 
del activador del plasminógeno (PAI-1), el cual  inhibe el tPA y el uPA. (12) 
     El PAI-1 se produce normalmente en cantidades de trazas en los riñones sanos, pero 
se sintetiza en una gran cantidad en pacientes con enfermedad renal; un estudio 
realizado indicó que los pacientes con TFG <60 mL/min/1,73m2 presentaron un 6,5% 
más de PAI-1 en comparación con los sujetos con TFG> 90. (13)  
   Citoquinas como el TNF-α e IL-6 estimulan la expresión de PAI-1. Esta  
sobreexpresión de PAI-1 se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedad 
cardiovascular e infarto al miocardio debido a la inhibición de la fibrinólisis. (12,14) 
     Las plaquetas cumplen un rol esencial en la coagulación sanguínea, ya que no sólo 
proveen la superficie apta para el ensamblaje de los factores de la coagulación, sino que 
poseen factor tisular (FT), el iniciador de la cascada de la coagulación. (15) 
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Plaquetas contienen  en sus gránulos alfa gran cantidad de PAI-1, además de uPA y su 
receptor uPAR (16), por lo que participarían no sólo en la etapa de formación del 
coágulo sino que también en la disolución de éste. 
     Estudios previos han mostrado la existencia de una estrecha relación entre la 
cantidad de trombina generada y la resistencia de coágulos a la fibrinólisis, sin 
embargo, la relación entre el aumento de la actividad procoagulante de las plaquetas y 
su participación en la fibrinólisis no ha sido estudiada. 
     En este estudio se plantea que los pacientes con IRC en PD presentarían un estado 
hipofibrinolítico, el que se correlacionaría con el aumento de la reactividad plaquetaria, 
además de los marcadores de inflamación, estrés oxidativo y disfunción endotelial, que 














CAPÍTULO 2: HIPÓTESIS   
 
     En los pacientes con insuficiencia renal crónica en peritoneodiálisis existe una 

















CAPÍTULO 3: OBJETIVO GENERAL  
 
     Relacionar la actividad fibrinolítica de las plaquetas de pacientes en 


















CAPÍTULO 4: OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Evaluar la función plaquetaria en plasma rico en plaqueta de los pacientes en 
PD y controles.  
2. Evaluar lisis del coágulo en plasma rico en plaquetas activadas con agonistas 
plaquetarios, de los pacientes en  PD y controles. 
3. Evaluar marcadores de inflamación (TNF-α, IL-6, usPCR) en el plasma de los 
pacientes en PD y controles. 
4. Medir marcadores de estrés oxidativo en el plasma de los pacientes en PD y 
controles. 
5. Medir marcadores de disfunción endotelial en el plasma de los pacientes en PD 
y controles. 
6. Correlacionar el tiempo de lisis del coágulo con la inflamación. 
7. Correlacionar el aumento de la actividad plaquetaria con lisis del coágulo en 






CAPÍTULO 5: MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
5.1 Tipo de estudio 
 




5.2 Lugar de realización 
 
     Esta Unidad de Investigación fue realizada en el Laboratorio de Trombosis y 
Hemostasia, Departamento de Hematología-Oncología, Escuela de Medicina, Pontificia 
Universidad Católica de Chile, Santiago, Chile. 
     Este estudio fue financiado por el proyecto de investigación FONDECYT 
N°1130853. (Neo-Síntesis Constitutiva de Proteínas por Plaquetas Humanas: Alcances 








5.3 Población en estudio 
 
Pacientes 
     Se reclutaron 25 pacientes con IRC (15 mujeres y 10 hombres) en tratamiento de 
PD, los cuales fueron seleccionados y derivados por la Dra. Mireya Ortiz, Jefa de la 
Unidad de Diálisis Peritoneal de Red Salud UC - Christus. 
 
Criterios de inclusión: 
o Pacientes que se encontraban en tratamiento de PD. 
o Firma de consentimiento informado para participar en el proyecto de 
investigación. 
 
Criterios de exclusión: 




o Consumo de drogas que afecten la función plaquetaria 7 días antes del estudio. 
 






     Se reclutaron 25 individuos (15 mujeres y 10 hombres), correspondientes a los 
controles normales, los cuales fueron pareados por sexo y edad con los pacientes en 
estudio. 
 
Criterios de inclusión:   
o Individuos aparentemente sanos. 
 
o Firma de consentimiento informado. 
 
Criterios de exclusión: 
o Hipercolesterolemia. 
o Afecciones renales. 
o Creatinina elevada. 
o DM. 
o Embarazadas. 
o Consumo de drogas que afecten  la función plaquetaria  7 días antes del estudio. 
o Enfermedades concomitantes o infecciones. 






 5.3.1 Toma de muestras:  
 
Pacientes 
     La toma de muestra se realizó previo ayuno de 8–12 horas. La extracción de sangre 
venosa periférica se llevó a cabo por un profesional encargado de la toma de muestra,  
con aguja de 19 G (para evitar activación plaquetaria). 
 
Se recolectaron: 
o 1 tubo con gel separador y acelerante de la coagulación para perfil bioquímico y 
perfil lipídico. 
o 1 tubo con fluoruro de sodio para la determinación de glicemia. 
o 1 tubo con EDTA para hemograma y recuento plaquetario. 
o 4 tubos con citrato de sodio, volumen 4,5 mL, concentración 3,2%: 2 tubos para 
generación de trombina y tiempo lisis del coágulo y 2 tubos para  P-Selectina 
por citometría de flujo y  secreción plaquetaria. 
o 2 tubos de 10 mL, con 2 mL de anticoagulante ACD (dextrosa 2,4 %  p/v, citrato 
de sodio 2,2 % p/v), para lavado de plaquetas, generación de FXa y AxV. 
 
Controles 
     La toma de muestra se realizó previo ayuno de 8–12 horas. La extracción de sangre 
venosa periférica se llevó a cabo por un profesional encargado de la toma de muestra, 





o 1 tubo con gel separador y acelerante de la coagulación para perfil bioquímico y 
perfil lipídico. 
o 1 tubo con fluoruro de sodio para la determinación de glicemia. 
o 1 tubo con EDTA para hemograma y recuento plaquetario. 
o 4 tubos con citrato de sodio volumen 4,5 mL, concentración 3,2%: 2 tubos para  
generación de trombina y  tiempo lisis del coágulo. 2 tubos para P-Selectina por 
citometría de flujo y  secreción plaquetaria. 
o 2 tubos de 10 mL, con 2 mL de anticoagulante ACD para lavado de plaquetas, 




5.3.2 Mediciones bioquímicas y hematológicas: 
 
     Las determinaciones que se realizaron a los pacientes y controles fueron  enviadas y 










5.4 Variables estudiadas 
 
 
5.4.1 Obtención plasma rico en plaquetas  y plasma libre de plaquetas 
 
     La sangre se recolectó en tubos con anticoagulante citrato de sodio 3,2%. Se 
centrifugaron a baja velocidad a 150g por 8 minutos a temperatura ambiente, para 
obtener plasma rico en plaquetas (PRP). Luego se rescató y traspasó cuidadosamente el 
sobrenadante correspondiente al PRP a otro tubo. Posteriormente se realizó una 
segunda centrifugación de los tubos con el plasma restante a alta velocidad 1.500g por  
8 minutos a temperatura ambiente.  
     Siguiendo con el procedimiento se volvió a rescatar y traspasar nuevamente sólo el 
sobrenadante correspondiente al plasma pobre en plaquetas (PPP) a tubos Eppendorf. 
Por último se realizó una nueva centrifugación a los tubos Eppendorf con el PPP a 
11.000g por 5 minutos. Finalmente se obtuvo el sobrenadante que corresponde al 




5.4.2 Generación de trombina 
 
     La generación de trombina (GT) se realizó usando la técnica descrita por Hemker et 
al (17), la cual es una modificación de ésta, ya que se utilizó PRP activado previamente 
en el Agregómetro PAP-8 (Biodata Corporation, USA) con suero fisiológico (SF), 
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ristocetina (Ris) (1,2 mg/mL) y péptido activador del receptor de trombina (TRAP) 
(10µM). 
     Se utilizaron placas de microtitulación para fluorescencia y un sustrato fluorogénico 
en Fluorimetro (Fluoroskan Ascent, Thermo Scientific). El equipo realiza una cinética 
de fluorescencia durante 60 minutos, según el programa Thrombinoscope® IM BU.   
 
Parámetros de medición de generación de trombina: 
- Índice de Velocidad (Vi): peak/ (time to peak-lag time). 
- Lag Time: Tiempo que demora en comenzar la generación de trombina. 
- ETP: Potencial endógeno de trombina (área bajo la curva). 
- Peak: Concentración máxima de trombina. 
- Time to Peak: Tiempo al peak (tiempo que demora en alcanzar el peak). 
- Start Tail: Tiempo que comienza la caída a cero. 








FIGURA 5.1. Generación de trombina (thrombinoscope®) en PRP.         




5.4.3 Tiempo de lisis de coágulo 
 
     El tiempo de lisis de coágulo (TLC) es una técnica que evalúa la actividad 
fibrinolítica global en plasma y en este caso se modificó para evaluar la participación 
de las plaquetas en la fibrinólisis. (18) 
     Se cargaron 100 µL de la muestra en duplicado en placas de microtitulación. El PRP 
se estimuló con agonistas plaquetarios, como Ris (1,2 mg/mL) y TRAP (24 µM). En 
breve, se le incorporó cloruro de calcio (7,5 mM) para formar el coágulo y tPA (91 
ng/mL) para acelerar la fibrinólisis.  
     Toda esta reacción creada en la placa es medida usando el lector de microplacas 
(Multiskan FC Thermo Fisher Scientific), éste utiliza la técnica turbidimétrica cinética 
que registra la absorbancia (Abs) a 405nm, referencia 620nm, cada 1 minuto durante 3 
horas a 37 °C en constante agitación y lectura continúa de densidades ópticas cada 60 
segundos durante 180 minutos.    
 
FIGURA 5.2: Curva de formación y lisis del coágulo. 
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 a) Máxima de Abs 
 b) Abs basal 
 c) Tiempo en que se alcanza el máximo de Abs 
 d) Tiempo en que se obtiene la mitad del máximo de turbidez.  




5.4.4 Agregación y secreción plaquetaria 
     
      Para este ensayo se utilizó un Agregómetro PAP-8  (Biodata Corporation), donde se 
midieron y analizaron los cambios de transmitancia de una suspensión de plaquetas 
(PRP) estimuladas con concentraciones sub-umbrales de agonistas plaquetarios; 
Araquidonato de sodio (AA) (1mM), Epinefrina (EPI) (0,5 µM), Adenosin difosfato 
(ADP) (0,5 µM), Colágeno (Col) (0,5µg/mL) y Ris (1,2 mg/mL). En este instrumento, 
una fuente energética emite luz a 650 nm, la cual incide sobre cada microtubo, cuyo 
contenido se encuentra en agitación constante y a 37 °C.  
     La acción de estos agonistas, eventualmente, causa su agregación. Esta agregación 
plaquetaria permite que el paso de la luz incidente a través del PRP (% trasmitancia) sea 
mayor. Se registró el paso de la luz durante 5 minutos, a medida que se va produciendo 
el aclaramiento óptico. 
28 
 
     Posteriormente, se determinó la secreción de serotonina intraplaquetaria (5HT) a 
través del ensayo de High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Waters e2695) 
acoplado a un detector electroquímico (HPLC-ED) (Waters2465). (18) 
 
TABLA 5.1: Determinación del factor de cálculo. 
𝑭 =
(𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝑪𝒂𝒍𝒊𝒃𝒓𝒂𝒅𝒐𝒓 𝟓𝑯𝑻 (
𝒏𝒈
𝒎𝑳) ∗ Á𝒓𝒆𝒂 𝑷𝒆𝒂𝒌 𝑬𝑰 𝒆𝒏 𝑪𝒂𝒍𝒊𝒃𝒓𝒂𝒅𝒐𝒓)
Á𝒓𝒆𝒂 𝒑𝒆𝒂𝒌 𝟓𝑯𝑻 𝒆𝒏 𝑪𝒂𝒍𝒊𝒃𝒓𝒂𝒅𝒐𝒓 
 
5HT: 100 ng/mL;  EI: Estándar Interno 50 µg/mL. 
      
    Con el Área y la concentración de la solución calibradora de 5HT (ng/mL) se 
determina el factor de cálculo (F). 








(𝒎𝒖𝒆𝒔𝒕𝒓𝒂) ∗ 𝑭 (
𝒏𝒈
𝒎𝑳)
𝑹𝒆𝒄 𝒑𝒍𝒂𝒒𝒖𝒆𝒕𝒂𝒓𝒊𝒐 (∗ 𝟏𝟎𝟗 𝒑𝒒) ∗ 𝑽𝒐𝒍 𝑷𝑹𝑷 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍 (𝒎𝑳) 
 









5.4.5 Purificación de plaquetas 
 
     Se obtuvieron muestras de sangre completa por punción venosa en el antebrazo en 
tubos Falcon de 15 mL con solución anticoagulante ACD-A (dextrosa 0,13 M, citrato de 
sodio 0,085 M) conteniendo prostaglandina E1 (PGE-1) (1 μM) y teofilina (12 mM), en 
relación 1/5 de ACD-A/sangre completa.  
     Las muestras de sangre se centrifugaron a 200 g por 9 min a 4 ºC. El PRP se recuperó 
en tubos de plástico de 10 mL y se centrifugó a 1.500 g por 9 min a 4 ºC.  
     El pellet de la centrifugación a 1.500 g se resuspendió en buffer Tyrode de lavado 
(NaCl 137 mM, KCl 2 mM, MgCl2 2 mM, NaHCO3 12 mM, Na2HPO4 0,35 mM, BSA 1 
%, glucosa 5,5 mM, PGE-1 0,056 μM, pH 6,2). Luego se centrifugó 2 veces a 200 g por 
9 min a 4 ºC, recuperando el sobrenadante y eliminando el pellet en cada ocasión. A 
continuación se centrifugó a 1.500 g por 9 min a 4 ºC, se eliminó el sobrenadante y el 
pellet se resuspendió en buffer Tyrode de lavado. Luego se centrifugó  a 130 g por 5 min 
a 4 ºC y se recuperó el sobrenadante. Se realizó recuento de plaquetas en contador 
Coulter Z1. 
     Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 1.500 g por 9 min a 4 ºC y se 
reconstituyeron en buffer Tyrode con calcio (NaCl 121 mM, KCl 5 mM, MgCl2 0,5 mM, 
CaCl2 1 mM, NaHCO3 25 mM, NaHPO4 0,4 mM, BSA 1 %, glucosa 5,5 mM, pH 7,4), 






5.4.6 Marcaje con Anexina V-FITC en plaquetas para Citometría de Flujo 
 
     El marcaje de plaquetas con Anexina V (AxV) isotiocianato de fluoresceína (FITC) 
para el análisis mediante citometría de flujo en (Accurie 6 Beckton), se realizó en 
plaquetas purificadas en condiciones basales. 
     Como marcador de activación, se utilizó la unión de AxV-FITC para identificar 
fosfolípidos aniónicos de la membrana plaquetaria, los cuales son expuestos por 
productos de procesos de activación.  
     En este estudio se utilizó como marcador de plaquetas un anticuerpo monoclonal 




5.4.7 Marcaje de P-selectina en plaquetas para Citometría de Flujo  
 
     El marcaje de la proteína P-selectina en plaquetas (CD62P) para posterior análisis 
mediante citometría de flujo, se realizó en PRP en condición basal. 
     Como marcador de activación de plaquetas, se utilizó anti CD62P-PE para 
identificar la glicoproteína P-selectina, la cual se expresa en los gránulos alfa y luego se 




5.4.8 Proteína C Reactiva ultrasensible  
 
     La cuantificación de Proteína C Reactiva ultrasensible (usPCR) en PLP se realizó 
mediante técnica ELISA competitivo (20). Variable cuantitativa, que mide cantidad de 




5.4.9 Determinación de productos de oxidación avanzada de proteínas 
 
     Técnica colorimétrica que se utilizó para cuantificar los niveles de productos de 
oxidación avanzada de proteínas (AOPP) presentes en PLP.  
     Variable cuantitativa, donde la cantidad de productos de oxidación presentes en 




5.4.10 Cuantificación de  citoquinas (TNF-α e IL-6) 
 
     La técnica que se utilizó para la detección y cuantificación de TNF-α, fue un ELISA 
sándwich comercial (eBiosciences, Austria). Corresponde a una variable cuantitativa, 
donde la cantidad de color producido es directamente proporcional a la cantidad de 
TNF-α presente en la muestra (23). La concentración de TNF-α es expresado en pg/mL. 
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5.4.11 Cuantificación del PAI-1 
 
     La técnica que se utilizó para la detección y cuantificación del PAI-1, fue un ELISA 
sándwich comercial (Aniara, USA). La cantidad de color generado es directamente 
proporcional a la cantidad de PAI-1 presente en la muestra. La concentración de PAI-1 




5.4.12 Cuantificación de tPA y uPA 
 
     La técnica que se utilizó para la detección y cuantificación de tPA antigénico fue un 
ELISA sándwich comercial (Aniara, USA). La cantidad de color generado es 
directamente proporcional a la cantidad de tPA presente en la muestra. La 
concentración de tPA es expresada en ng/mL. 
     Además se determinó la concentración de uPA por técnica de ELISA sándwich 
comercial (Aniara, USA). La intensidad de color generado es directamente proporcional 





5.4.13 Determinación del fragmento de protrombina humana F 1+2.  
 
     Técnica inmunoenzimática basada en el principio de sándwich para la determinación 
in vitro del fragmento de protrombina humana F 1+2 (Behring).  La intensidad de color 
es directamente proporcional a la concentración de F1+2 se determina 




5.4.14 Determinación del complejo trombina/antitrombina III.  
 
     Técnica inmunoenzimática basada en el principio de sándwich para la determinación 
in vitro del complejo trombina/antitrombina III humana (TAT) (Affinity Biological, 










5.4.15 Cuantificación de la cantidad y función del Factor von Willebrand. 
 
 
     Técnica ELISA modificada de tipo directo para cuantificar los niveles de 
concentración de Factor Von Willebrand (FvW) (24). ELISA modificado para la 




5.5 Análisis Estadístico  
      
     Para el análisis estadístico de los datos, se utilizó el software GraphPad Prism 6. Se 
determinó la distribución de los datos, promedios, desviación estándar (SD), error 
estándar (ES), coeficiente de correlación (r). Los valores obtenidos se consideraron 
estadísticamente significativos con un p< 0,05. Los modelos estadísticos utilizados para 
analizar los datos obtenidos fueron el test de Mann Whitney y la matriz de 







5.6. Consentimientos informados 
























CAPÍTULO 6: RESULTADOS 
 
 
6.1 Características demográficas de la población  
 
 
     Para este estudio se analizaron las muestras de un total de 25 pacientes IRC en PD, de 
los cuales 23 cumplieron con los criterios de inclusión, en paralelo se estudiaron 23 
individuos aparentemente sanos, correspondientes a los controles, los cuales fueron 
pareados por sexo y edad.  
 
     La tabla 6.1 muestra los datos demográficos de ambas poblaciones en estudio. Se 
muestra el promedio ± error estándar, el análisis estadístico se realizó con test-t no 
pareado con significación p< 0,05.  
 
     Los pacientes en PD presentaron una disminución estadísticamente significativa en 









TABLA 6.1: Características demográficas de pacientes en PD y controles. 
 
     Los resultados se presentan como promedio ± error estándar. ns: no significativo                 












46,52 ± 2,86 47,09 ± 2,87 Ns 
Hombre/Mujer 
 
9/14 9/14 Ns 
Plaquetas (x103/mm3) 
 
242,9 ± 9,04 241,5 ± 15,62 Ns 
Hematocrito (%) 
 
40,35 ± 1,54 32,09 ± 1,15 **** 
Hemoglobina (mg/dL) 
 
14,10 ± 0,25 10,58 ± 0,37 **** 
Glucosa (mg/dL) 
 
86,87 ± 1,921 87,70 ± 2,867 Ns 
TFG (mL/min/1,73m2) 
 
>60 6,13 (2-17)  
Creatinina (mg/dL) 
 
0,76 ± 0,03 10,66 ± 1,10 **** 
Colesterol total (mg/dL) 
 
186,0 ± 8,85 182,4 ± 8,30 Ns 
Triglicéridos (mg/dL) 
 
111,1 ± 13,55 150,2 ± 15,07 * 
LDL (mg/dL) 
 
111,3 ± 6,18 107,4 ± 6,95 Ns 
HDL (mg/dL) 
 




6.2 Función Plaquetaria  
 
     En la figura 6.2.1, se muestran los resultados obtenidos para la función plaquetaria 
utilizando concentraciones sub-umbrales de agonistas para evidenciar un aumento en la 
reactividad plaquetaria, en A se muestra la agregación plaquetaria determinada como el 
área bajo la curva de agregación (AUC) y en B el porcentaje de secreción de 5HT, 
determinada por ensayo de HPLC acoplado a HPLC-ED, al activar las plaquetas con los 
agonistas plaquetarios.  
 
     Los resultados muestran que los pacientes en PD presentan un aumento significativo 
de agregación plaquetaria con AA, EPI y ADP, no así con Col o Ris. 
     El análisis secreción plaquetaria mostro un aumento significativo en plaquetas  






















































































































































































FIGURA 6.2.1: Agregación y secreción plaquetaria. 
     En A, agregación plaquetaria. Se grafica el Área bajo la curva obtenida al activar las 
plaquetas con agonistas plaquetarios, en pacientes en PD y controles.  
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     En B, Secreción de serotonina. Se grafican los valores expresados en porcentaje de 
serotonina secretada según el agonista plaquetario. Los resultados se presentan como 
promedio ± error estándar. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
     Se estudió mediante  citometría de flujo la expresión de marcadores de activación en 
la superficie plaquetaria. Como se observa en la figura 6.2.2, en A, se graficó el 
porcentaje de expresión de CD62P, esta proteína se encuentra contenida en los gránulos 
alfa plaquetarios y frente a estímulos es expuesta sobre la membrana plaquetaria. Las 
plaquetas en estado basal no presentan diferencia estadísticamente significativa en la 
expresión de esta proteína.  
 
     Otro marcador de activación plaquetaria que se determinó, fue la exposición del 
fosfolípido Fosfatidilserina, mediante la marcación de AxV- FITC. Las plaquetas al 
activarse exponen fosfolípidos aniónicos que son traslocados desde la cara interna de la 
membrana hacia la cara externa, este fenómeno de “flip-flop” crea una membrana   
plaquetaria procoagulante necesaria para activar al FT y desencadenar así la 
coagulación. Como se observa en la figura 6.2.2 en B, las plaquetas en estado basal o 
no estimuladas (N-E) no presentan diferencia estadísticamente significativa entre 















































































FIGURA 6.2.2: Citometría de Flujo; expresión de P-selectina y Anexina V. 
     En A, se observa la expresión de CD62P. En B, expresión de Fosfatidilserina 
mediante marcador Anexina V-FITC. Los resultados se presentan como promedio ± 




6.3 Marcadores de GT in vivo  
 
     Para determinar si los pacientes en PD poseen un aumento de su estado 
procoagulante se analizó como marcador de GT in vivo, dos marcadores de generación 
de trombina: fragmentos F1+2 que se gráfica en la figura 6.3 en A y el complejo TAT 
en B.  
     Al activarse la protrombina, esta sufre un corte proteolítico lo que genera los 
fragmentos F 1+2 y trombina en igual proporción. Luego la trombina generada puede 
ser inhibida por la antitrombina III, formándose el complejo TAT.  
     El complejo F1+2 esta aumentado significativamente en PD con respecto a los 
controles, no así el complejo TAT. La discrepancia entre ambos marcadores, puede 
deberse a que la antitrombina III no es el único inhibidor de la trombina, existiendo por 























































































FIGURA 6.3 Marcadores de GT in vivo. 
     En A, fragmentos F1+2 y en B, complejo TAT. Los resultados se presentan como 




6.4 Marcador de GT ex vivo  
 
     Teniendo como antecedentes que la progresión de la IRC se complica por la 
hiperreactividad plaquetaria y que esta pudiera estar ayudando al desarrollo de la 
aterosclerosis avanzada y eventos protrombóticos, se determinó si los pacientes en PD 
tienen un aumento en su capacidad de generar trombina, en especial la capacidad de las 
plaquetas, estimuladas con agonistas plaquetarios, para generar trombina a partir de su 
FT. 
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     Para ello se evaluó la generación de trombina en PRP estimulado Ris y TRAP, 
análogo de la trombina y se analizaron dos parámetros, el ETP y el Vi. 
     El análisis del ETP no presentó una diferencia estadísticamente significativa entre 
loa pacientes en PD y controles, en cambio el Vi mostró una disminución  significativa 
en PD respecto al grupo control. Esto indica que los pacientes en PD poseen la misma 
potencialidad de generar trombina que controles, sin embargo, la velocidad con que 










































































































































































FIGURA 6.4: Marcador de GT ex vivo. 
     En A, ETP y en B, Vi. Los resultados se presentan como promedio ± error estándar.  







6.5 Cuantificación de actividad fibrinolítica  
      
     Se cuantificó la actividad fibrinolítica de pacientes en PD y controles mediante el 
TLC, que es una técnica global en que las plaquetas son estimuladas con agonistas 
plaquetarios. Esta medición tiene una muy buena correlación con los niveles 
plasmáticos del inhibidor de la fibrinólisis PAI-1.  
     Se encontró mediante esta técnica una actividad fibrinolítica disminuida de los 
pacientes en PD en relación a controles en plaquetas activadas con ristocetina, figura 
6.5 en A.  
     Al cuantificar la cantidad de PAI-1 antigénico mediante ELISA en el sobrenadante 
obtenido tras realizar la técnica de TLC, se observa una diferencia significativa entre 
pacientes en PD y controles, figura 6.5 en B. 
     La determinación de tPA antigénico mostró que los pacientes en PD presentan una  
cantidad menor de tPA versus los controles, figura 6.5 en C, sin embargo, pese a que la 
determinación de uPA antigénico, figura 6.5 en D, presenta una tendencia descendente 
















































































































































































   
 
FIGURA 6.5: Determinación de TLC, PAI-1, tPA y uPA. Los resultados se presentan 








6.6 Marcadores de inflamación  
 
     La IRC se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria, para confirmar este 
estado se determinaron los niveles de usPCR y citoquinas inflamatorias TNF-α e IL-6 
mediante ELISA. En la figura 6.6 se puede apreciar que tanto en la IL-6, TNF-α y 

































































































FIGURA 6.6: Marcadores de Inflamación; IL-6, us PCR, TNF-α.                                
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     En A, concentración de IL-6. En B determinación de usPCR. En C, concentración de 




6.7 Marcadores de daño endotelial  
 
     Se midió mediante un ELISA directo la concentración de FvW como marcador de 
daño endotelial y su actividad mediante la prueba de unión a colágeno (PUC). Se 
encontró que en los pacientes en PD existe un aumento significativo de FvW en 

















































































FIGURA 6.7: Marcadores de daño endotelial: Ag FvW y PUC. 
     En A cuantificación de la concentración de FvW antigénico. En B Funcionalidad del 
FvW, mediante su unión a colágeno en plasma. Los resultados se presentan como 




6.8 Marcador de estrés oxidativo  
 
     Considerando que los pacientes que se encuentran en PD presentan un mayor estrés 
oxidativo y que éste se relaciona con la progresión de la IRC, se determinó un la 
concentración de AOPP.  
     Se encontró que los pacientes en PD presentan mayor cantidad de AOPP, lo que 













































FIGURA 6.8: Marcador de estrés oxidativo AOPP 






6.9: Correlación entre marcadores de inflamación, estrés oxidativo, daño 
endotelial y actividad fibrinolítica. 
 
 
Se realizó estudio estadístico de correlación con un test estadístico no 
paramétrico (test de Spearman), encontrando correlaciones significativas, entre los 
parámetros de TLC-Ris y estrés oxidativo, además de los marcadores de inflamación y 
daño endotelial.  
Estos resultados indican que existe un mayor tiempo de lisis del coágulo en 
pacientes que presentan niveles aumentados de creatinina, triglicéridos, de marcadores 
de daño endotelial, inflamación y estrés oxidativo.  
TABLA 6.9: Correlación entre marcadores de inflamación, estrés oxidativo, daño 

















AOPP 0,552 7,077x10-5 
UsPCR 0,514 3,031x10-4 
 




CAPÍTULO 7: DISCUSIÓN  
 
     En este estudio se reclutaron pacientes con IRC en tratamiento de PD, en los cuales 
se ha demostrado la presencia de un aumento en el riesgo  de sufrir eventos  
trombóticos y enfermedades cardiovasculares, explicado  principalmente por un 
aumento de su estado inflamatorio y una mayor actividad procoagulante.  
     La disminución de la actividad fibrinolítica, también se ha asociado a un aumento en 
el riesgo de eventos cardiovasculares, sin embargo, en pacientes con IRC en PD, no ha 
sido evaluada, por tanto se propuso estudiar el estado fibrinolítico de estos pacientes 
con especial énfasis en la participación de plaquetas en este proceso. 
     Estudios previos han demostrado que un aumento en la función plaquetaria 
asociadas a condiciones patológicas, llevan a disfunciones tromboembólicas. Es así 
como en el presente estudio se confirmó en pacientes con IRC en PD un aumento en la 
función plaquetaria determinada como aumento de su agregación y secreción 
plaquetaria utilizando concentraciones subumbrales de agonistas plaquetarios, lo que 
indica que los pacientes presentan una hiperreactividad en sus plaquetas. 
      Plaquetas, en condiciones basales  de obtención de las muestras, no mostraron un 
aumento significativo de  la expresión de P-selectina o  AxV,  lo que indicaría que las 
plaquetas no son activadas in vivo, sino que son más reactivas a la estimulación con 
agonistas plaquetarios. Probablemente, esta hiperreactividad  plaquetaria esté dada por 
el daño oxidativo o por activación de células endoteliales, la cuales podrían provocar un 




     Se confirmó el aumento en los marcadores de estrés oxidativo dado por un aumento 
significativo en los niveles de AOPP y daño endotelial por un aumento estadísticamente 
significativo en los niveles y actividad de FvW y un aumento en el estado pro 
inflamatorio determinado por un incremento en  los niveles de usPCR, TNF-α e IL-6  
en los pacientes con  IRC. El aumento de estos marcadores de inflamación, provocarían 
modificaciones en la pared endotelial, generando  una disfunción de ésta.  
     Estos pacientes pese a encontrarse en tratamiento de reemplazo (PD)  para su 
función renal, poseen niveles de creatinina aumentados, lo que favorece aún más el 
estrés oxidativo y manteniendo el daño endotelial. 
     El estudio de GT en PRP, no arrojó resultados esperados, ya que las plaquetas de  
pacientes con IRC en PD presentan un potencial de generar trombina similar a 
controles y una menor velocidad de generación de trombina, comparada con controles 
normales. Probablemente en  la generación de trombina ex vivo intervengan otros 
factores que no hemos evaluado. 
     Otro marcador de generación de trombina, in vivo, es el fragmento F1+2 en plasma, 
generado en una relación uno a uno con trombina y que se encontró significativamente 
aumentado en pacientes en relación a controles. Sin embargo, otro marcador de 
actividad procoagulante in vivo el complejo TAT, no mostró diferencias, esto podría 
deberse a que estén actuando otros inhibidores directos de la trombina como α-2 
macroglobulina, α-1 antitripsina, α-2 antiplasmina y el cofactor II de la heparina sobre 
ella. 
     La actividad fibrinolítica determinada mediante la técnica de TLC en  plasma y PRP  
activado con Ris, mostró un aumento significativo de la razón normalizada  en 
pacientes  con respecto a controles denotando una disminución de actividad 
fibrinolítica o hipofibrinólisis.  
     Se determinó la cantidad de los activadores del plasminógeno en plasma (tPA y 
uPA), encontrando una disminución significativa en los niveles de  tPA de los 
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pacientes, en cambio la cuantificación de uPA no mostró una disminución significativa, 
aunque podemos observar la misma tendencia que en el tPA. 
     La disminución de los niveles plasmáticos de estos activadores de plasminogeno, 
podrían  indicar un consumo de estos, lo que provocaría una pobre disolución de 
coágulos formados en circulación.  
     El TLC activado con Ris mostró correlación significativa con los niveles de 
creatinina plasmática, de FvW antigénico y función, los niveles de AOPP y niveles de 
trigiceridos, lo que indica una disminución de la capacidad fibrinolítica de las plaquetas 
asociados al aumento de los niveles de creatinina, marcador de disfunción renal, que se 
asocia a un mayor nivel de estrés oxidativo que dañaría y activaría células endoteliales 
que provoca el aumento de los niveles de FvW.  
     Esta asociación entre daño endotelial y la IRC, estaría asociado a una disminución 










CAPÍTULO 8: CONCLUSIONES 
 
 
1. Se corrobora que pacientes en PD presentan un mayor estrés oxidativo, 
microinflamación,  daño endotelial,  hiperreactividad plaquetaria y aumento de 
la actividad procoagulante. 
 
2. Pacientes en PD presentan una disminución de la capacidad fibrinolítica de sus 
plaquetas, determinada por un TLC prolongado que se correlaciona 
directamente con los niveles de triglicéridos e inversamente con los niveles de 
los activadores de la fibrinólisis.  
 
3. La disminución de la actividad fibrinolítica en pacientes con IRC en PD, podría 
ser parte de la patogenia de estos pacientes y causa del aumento en el riesgo de 
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